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ภาคผนวก 1 สูตรการเตรียม Extraction buffer 

     stock   ถาเตรียมปริมาตร 10 ml 

1. 2% CTAB       -    0.2 g 
2. 100 mM Tris-HCl pH 8.0  1.0 M    1.0 ml 
3. 20mM EDTA pH 8.0   0.5 M    0.4 ml 
4. 1.4 M NaCl    5.0 M    2.8 ml 

5. 0.4% β-mercaptoethanol  100%    40.0 ml 
6. H2O        -    6.0 ml 

 
ภาคผนวก 2 สูตรการเตรียม TE buffer 

1. 10 mM Tris-HCl PH 8.0 
2. 1 mM EDTA pH 8.0 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกนั แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อเก็บที่อุณหภูมิหอง 
 
ภาคผนวก 3 สูตรการเตรียม TBE buffer (stock 1000 ml) 
       1. Tris bases    54 g 
       2. Boric acid   27.5 g 
       3. 0.5 M EDTA pH 8.0  20 ml 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกนั ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นทีผ่านการฆาเชือ้ใหได 1000 ml เก็บ
ไวที่อุณหภมูหิอง 
 
ภาคผนวก 4 สูตรการเตรียม Loading dye 

1. 0.25% Bromophenol blue 
2. 0.25% Xylene cyanol 
3. 40% Sucrose 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกนั เติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ เพื่อปรับปริมาตรใหไดตามที่
ตองการ เก็บสารไวที่อุณหภมูิ 4 0C 
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ภาคผนวก 5 ขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอทีด่ัดแปลงมาจากวธีิของ Doyle and Doyle (1987)  
1. นําตัวอยางใบขาวที่บดละเอยีดประมาณ 0.1 g ใสลงใน eppendrof tube ที่มี extraction 

buffer ปริมาตร 800 μL จากนั้นนําไป vortex ประมาณ 10 วินาที  
2. นําตัวอยางไปแชใน water bath ที่อุณหภูมิ 65 0C เปนเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง พลิกกลับไป

มา ทุกๆ 15 นาที 

3. เติม Chloroform : Isoamyl (24:1) ประมาณ 600 μL 
4. ปนเหวี่ยงที่ความเร็วประมาณ 13000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 

5. ดูด supernatant ใส tube จากนั้นเติม Chloroform : Isoamyl (24:1) ประมาณ 600 μL พลิก
หลอดไปมา 5 นาที 

6. ปนเหวี่ยงที่ความเร็วประมาณ 13000 รอบตอนาที นาน 10 นาที 
7. ดูด supernatant ใส tube ขนาด 1.5 ml 
8. ตกตะกอนดีเอน็เอโดยเตมิ isopropanol ประมาณ 0.7 เทา จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ –20 0C 

นาน 1 คืน 
9. นําสารละลายจากขอ 8 ปนเหวีย่งที่ความเร็วประมาณ 13000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เพื่อ

ตกตะกอนดีเอน็เอ 
10. เทสารละลายทิ้ง โดยระหวางเทระวังอยาใหตะกอนที่กนหลอดตกไปดวย จากนัน้ลาง

ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ประมาณ 200 μl นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วประมาณ 
13000 รอบตอนาที เปนเวลานาน 5 นาท ี

11. เทสารละลายใสดานบนทิ้ง และคว่ํา tube ลงบนกระดาษทิชชูเพื่อใหของเหลวที่คางอยู
ระเหยออกจนหมด หรือเรียกวิธีนีว้า air dry ทิ้งไวประมาณ 2 – 3 ช่ัวโมง หรือจนกวา
ตะกอนดีเอ็นเอแหงหมาดๆ 

12. ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer 50 μl ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองใหดีเอน็เอละลาย
ประมาณครึ่งชั่วโมง 

13. ตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณดีเอ็นเอที่ไดโดยวิธี agarose gel electrophoresis 
14. เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดในตูควบคุมอุณหภูมิ –20 0C 
 
ภาคผนวก 6 ขัน้ตอนการทํา 1.2% agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบคุณภาพ และ
ปริมาณดีเอ็นเอ 
1. เช็ดถาดเจลใหสะอาดดวย 70% ethanol  
2. ปดเทปพลาสติกทั้ง 2 ดาน 
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3. วางหวี (comb) ลงที่ปลายขางหนึ่งเพื่อทําใหเจลที่แข็งเกดิชอง (well) ที่จะใชการหยอด
ตัวอยางดีเอ็นเอลงไป 

4. ช่ัง agarose 1.2g ผสมกับ 1X TBE buffer ปริมาตร100 ml หลอมใหละลายทิ้งไวจน 
agarose gel อุน 

5. เท agarose gel ที่หลอมแลวลงไปบนถาดใหมีความหนาประมาณ 5 mm ทิ้งไวใหแขง็ตัว 
6. เท TBE buffer ลงไปเล็กนอยทิ้งไวประมาณ 30 นาที แลวดึงหวีที่เสียบออก แกะพลาสติก

ออก แลวนําถาดเจลวางลงในอาง (tank) อิเล็กโตรโฟรีซิสที่มี TBE buffer อยูโดยใหดานที่
มีชอง (well) สําหรับหยอดดีเอ็นเอตวัอยางอยูทางดานขัว้ลบ 

7. หยอดดีเอ็นเอตัวอยางที่ผสมกับ loading dye ลงในชอง (well) ของ agarose gel ที่เตรียมไว 
8. ปดฝาอาง และตอข้ัวไฟฟาเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา โดยใหกระแสไฟฟาวิ่งจากขัว้ลบ

ไปหาขั้วบวก เดินเครื่องจายกระแสไฟฟาแรง 80 volt ปลอยไว 1 – 2 ช่ัวโมง หรือวดั
ระยะทางแถบสีแถบบนที่เคล่ือนที่ลงมาประมาณ 4 ซม. นําเจลที่ไดไปยอมสีดีเอ็นเอดวย 

ethidium bromide 5 μl / TBE buffer 100 ml นานประมาณ 15 นาที นาํเจลที่ไดไปดกูาร
เกิดลายพิมพดเีอ็นเอภายใตแสงยูวีโดยใชเครื่อง UV transilluminator   

 
ภาคผนวก 7 แบบบันทึกการรวบรวมตวัอยางขาวปา 
1.  ทรงกอ  1 = กอตั้ง 
   5 = กอเอน 
   9 = แผ-นอน 
2.  สีของกาบใบ  1 = เขียว 
   2 = เขียวเสนมวง 
   3 = มวงออน  
   4 = มวง 
3.  สีของแผนใบ  1 = เขียว 
   2 = มวงที่ปลาย 
   3 = มวงที่ริม  
   4 = มวงทั้งใบ 
4.  สีของล้ินใบ  1 = ไมมีสี 
   2 = มวง 
5.  สีปลอง  1 = เขียว 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

 67 

   2 = เขียวเสนมวง 
   3 = มวง 
6.  สีขอ   1 = เขียว 
   2 = มวง 
7.  รูปรางของลิ้นใบ 1 = มี 1 ยอด 
   2 = มีสองยอด 
8.  สีของหูใบ  1 = ไมมีสี 
   2 = มวง 
9.  สีของเมล็ด  1 = ฟาง 
   2 = น้ําตาล 
   3 = เหลือง 
   4 = แดง 
   5 = ดํา 
10.  สีของยอดเมล็ด 1 = ไมมีสี 
   3 = แดง 
11.  ความยาวเกสรตัวผู 1 = 1/4 ของเมล็ด 
   2 = 1/2 ของเมล็ด 
   3 = 3/4 ของเมล็ด 
   4 = เต็มเมล็ด 
12.  สีของเกสรตัวเมีย 1 = ไมมีสี 
   2 = แดง 
   3 = มวงดํา 
13.  หาง   1 = ไมมี 
   2 = มี 
14.  สีของหาง  1 = ไมมีสี 
   2 = สีเหลือง 
   3 = สีแดง  
   4 = สีดํา 
15.  สีของเยื่อหุมเมลด 1 = ขาว 
   2 = แดง 
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   3 = น้ําตาล 
   4 = ดํา 
16.  การรวงของเมล็ด 1 = เมล็ดรวง 
   2 = เมล็ดไมรวง 
17.  จํานวนครั้งการออกดอก 1 = 1 ครั้ง 
    2 = 2 คร้ัง 
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ภาคผนวก 8 คาความหลากหลายของประชากรขาวสามัญ 12 ประชากรโดยวดัในตําแหนง RM1 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.087 0.141 38.46    

2. ลําพูน 0.115 0.182 38.46    

3. ตาก 0.106 0.163 38.46    

4. พิษณุโลก 0.106 0.167 38.46    

5. สุโขทัย 0.101 0.159 38.46    

6. พิจิตร 0.074 0.104 15.38    

7. เพชรบูรณ 0.066 0.119 38.46    

8. ชัยนาท 0.111 0.163 30.77    

9. นครนายก 1 0.140 0.243 76.92    

10. นครนายก 2 0.162 0.245 46.15    

11. กาญจนบุรี 0.043 0.066 15.38    

12. สกลนคร 0.114 0.182 46.15    

รวม 0.166 0.288 92.31 0.166 0.102 0.386 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ชัยนาท 

   ลําพูน 
 พิษณุโลก   
 เพชรบูรณ 
 พิจิตร 
 สกลนคร 
 นครนายก 2   
 สกลนคร   
 เชียงใหม   
 นครนายก1   

 กาญจนบุรี   
 ตาก   
 ขาวดอกมะลิ 105   
 สุพรรณบุร ี1 
 O. granulata   

0.00   0.05   0.10   0.15   0.20   

    Genetic distance 
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ภาคผนวก 9 คาความหลากหลาย และความสัมพันธของประชากรขาวปาสามัญ 12 ประชากรโดย
วัดในตําแหนง RM22 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.185 0.290 64.29    

2. ลําพูน 0.150 0.224 42.86    

3. ตาก 0.090 0.130 21.42    

4. พิษณุโลก 0.172 0.286 78.57    

5. สุโขทัย 0.193 0.291 57.14    

6. พิจิตร 0.185 0.299 71.43    

7. เพชรบูรณ 0.106 0.147 21.43    

8. ชัยนาท 0.226 0.341 64.29    

9. นครนายก 1 0.134 0.216 57.14    

10. นครนายก 2 0.180 0.281 64.29    

11. กาญจนบุรี 0.114 0.177 42.86    

12. สกลนคร 0.164 0.251 50    

รวม 0.247 0.401 92.86 0.248 0.160 0.361 
 
  

 ขาวดอกมะลิ 105 

 O. granulata 

 เพชรบูรณ 
 สกลนคร 
 นครนายก 1 
 นครนายก 2 
 ชัยนาท 
 สโขทัย 
 พิษณโลก 
 พิจิตร 
 กาญจนบุรี 
 ลําพูน 
 ตาก 

 สุพรรณบุร ี1 

 เชียงใหม 

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Genetic distance 
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ภาคผนวก 10 คาความหลากหลาย และความสัมพันธของประชากรขาวปาสามัญ 12 ประชากร โดย
วัดในตําแหนง RM55 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.122 0.182 33.33    

2. ลําพูน 0.196 0.293 58.33    

3. ตาก 0 0 0    

4. พิษณุโลก 0.179 0.275 58.33    

5. สุโขทัย 0.235 0.359 75.00    

6. พิจิตร 0.142 0.220 50.00    

7. เพชรบูรณ 0.056 0.107 41.67    

8. ชัยนาท 0.174 0.264 58.33    

9. นครนายก 1 0.258 0.403 91.67    

10. นครนายก 2 0.160 0.243 50.00    

11. กาญจนบุรี 0.143 0.240 66.67    

12. สกลนคร 0.230 0.348 66.67    

รวม 0.247 0.390 100 0.247 0.158 0.360 

 
 

 O. granulata 

 สุโขทัย 
 นครนายก 1 
 พิษณุโลก 
 ลําพูน 
 เพชรบูรณ 
 กาญจนบุรี 

 พิจิตร 
ชัยนาท 
เชียงใหม 

 ตาก 
 นครนายก2 
 สกลนคร 
 ขาวดอกมะลิ105 
 สุพรรณบุร ี1 

0.00 0.020.040.060.080.10 0.12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Genetic distance 
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ภาคผนวก 11 คาความหลากหลาย และความสัมพันธของประชากรขาวปาสามัญ 12 ประชากร วดั
ในตําแหนง RM164 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.072 0.107 21.05    

2. ลําพูน 0.033 0.054 15.79    

3. ตาก 0 0 0    

4. พิษณุโลก 0.145 0.243 68.42    

5. สุโขทัย 0 0 0    

6. พิจิตร 0.074 0.130 36.48    

7. เพชรบูรณ 0.088 0.139 31.58    

8. ชัยนาท 0.152 0.241 57.89    

9. นครนายก 1 0.112 0.178 47.37    

10. นครนายก 2 0.126 0.211 57.89    

11. กาญจนบุรี 0.102 0.154 31.58    

12. สกลนคร 0.191 0.284 52.63    

รวม 0.188 0.312 94.74 0.188 0.092 0.512 
  พิษณุโลก 
  นครนายก 2 

 เพชรบูรณ    นครนายก 1 
  สกลนคร 

 พิจิตร  
 ชัยนาท 

  กาญจนบุรี 
 เชียงใหม   ลําพูน 

 
 ขาวดอกมะลิ
 ตาก 

 
 
 
 

Genetic distance 

 105 
 O. granulata 
 สุพรรณบร ี1 
 สุโขทัย 

0.12 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00 0.10 
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ภาคผนวก 12 คาความหลากหลาย และความสัมพันธของประชากรขาวปา 12 ประชากร โดยวดัใน
ตําแหนง RM211 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.099 0.138 20    

2. ลําพูน 0 0 0    

3. ตาก 0 0 0    

4. พิษณุโลก 0.202 0.308 60    

5. สุโขทัย 0.246 0.356 60    

6. พิจิตร 0.131 0.200 40    

7. เพชรบูรณ 0.146 0.214 40    

8. ชัยนาท 0.107 0.205 30    

9. นครนายก 1 0.137 0.205 40    

10. นครนายก 2 0.185 0.286 60    

11. กาญจนบุรี 0.244 0.366 70    

12. สกลนคร 0.081 0.119 20    

รวม 0.262 0.400 90 0.262 0.131 0.498 
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ภาคผนวก 13 คาความหลากหลายและความสัมพันธของประชากรขาวปา 12 ประชากร วัดใน
ตําแหนง RM212 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.136 0.214 45.45    

2. ลําพูน 0.207 0.323 72.73    

3. ตาก 0.240 0.362 72.73    

4. พิษณุโลก 0.131 0.220 63.64    

5. สุโขทัย 0.210 0.341 90.91    

6. พิจิตร 0.139 0.229 63.64    

7. เพชรบูรณ 0.202 0.312 63.64    

8. ชัยนาท 0.035 0.067 27.27    

9. นครนายก 1 0.175 0.265 54.55    

10. นครนายก 2 0.164 0.272 73.73    

11. กาญจนบุรี 0.096 0.150 36.36    

12. สกลนคร 0.080 0.115 18.18    

รวม 0.244 0.398 100 0.244 0.151 0.379 
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ภาคผนวก 14 คาความหลากหลาก และความสัมพันธของประชากรขาวปา 12 ประชากร โดยวัดใน
ตําแหนง RM253 
ประชากร h I %P Ht Hs GST

1. เชียงใหม 0.175 0.262 50    

2. ลําพูน 0.156 0.234 42.86    

3. ตาก 0.167 0.258 57.14    

4. พิษณุโลก 0 0 0    

5. สุโขทัย 0.219 0.337 71.43    

6. พิจิตร 0.045 0.073 21.43    

7. เพชรบูรณ 0.054 0.094 28.57    

8. ชัยนาท 0.172 0.270 64.29    

9. นครนายก 1 0.172 0.256 50    

10. นครนายก 2 0.064 0.101 21.43    

11. กาญจนบุรี 0.107 0.163 35.71    

12. สกลนคร 0.195 0.299 64.29    

รวม 0.252 0.395 92.86 0.252 0.127 0.495 
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